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１ .  緒言  
	 細菌は単細胞生物でありながら、様々な環境に適応する
ことができる。二成分制御系は細菌に広く保存される細胞
情報伝達システムであり、環境変化を感知する細胞表層上
のセンサーキナーゼ(SK)と細胞質中のレスポンスレギュ
レーター(RR)間の特異的リン酸基転移反応により情報が
伝達され、リン酸化型 RR の多くは特定の遺伝子の発現を
制御する。大腸菌 K 株のゲノム配列から 30 種類の SK と
32 種類の RR が推定され、そのうち 29 種類の RR が DNA
結合ドメインをもつ転写制御因子と考えられている[1]。
このうち、FimZ のみがリン酸基受容 SK およびその遺伝
子発現制御が明らかではない。さらに先行研究において、
FimZ が細胞内 FimZ 量に依存して定常期細胞を特異的に
伸長化させるユニークな転写制御因子であることを見出
し、本研究では FimZ の機能解析を行った。 
 
２ .  実験方法  
(1) DNA マイクロアレイによるトランスクリプトー
ム解析  
	 コントロール株と実験株の各大腸菌細胞の全RNAを抽
出し、cDNA を合成した。コントロール株由来の cDNA
を Cy3、実験株由来の cDNA を Cy5 で蛍光標識し、これ
らをマイクロアレイ上でハイブリダイゼーション反応さ
せ、各スポットの蛍光量から遺伝子の発現量を算出した。 
(2)レポータープラスミド pLUX を用いたプロモータ
ー活性の測定  
	 レポータープラスミド pLUX をベクターとし、luxC の
上流に各遺伝子のプロモーター領域約 300 bp を挿入した
プラスミドを構築した。これらのプラスミドを大腸菌株に
形質導入し培養後、発光強度を測定し、プロモーター活性
を算出した。 
(3)LC-MS/MS による細胞内タンパク質複合体解析  
 コントロール株と実験株の各大腸菌細胞を、フレンチプ
レスを用いて細胞破砕を行った。これらの細胞抽出物をそ
れぞれ免疫沈降反応により精製し、トリプシン処理を行っ
たのち、LC-MS/MS を用いて測定した。測定結果は
Swiss-Prot データベースを利用し、MASCOT の MS/MS 
Ion Search を用いて解析した。 
 
３ .  結果と考察  
(1)FimZ により制御される遺伝子群の同定  
	 FimZ により伸長化した大腸菌定常期細胞のトランス
 Bacteria are able to adapt to environmental changes by change of gene expression patterns 
in genome. Two-component regulatory system is major bacterial signal transduction system 
consists of a membrane-associating sensor kinase (SK) and a cytoplasmic response regulator 
(RR), which regulates gene expressions on its genome. On the E. coli K-12 genome, a total of 
30 SKs and 32 RRs have been predicted. Among 32 RRs, 29 RRs are predicted to be 
DNA-binding transcription factors in which only FimZ has been uncharacterized. Recent 
studies indicate that FimZ induces the filamentation of E. coli cell at stationary phase. 
Transcriptome showed that FimZ induced genes involved in fimbria and putrescine 
syntheses and SOS response in E. coli. Furthermore, conserved aspartate residue on FimZ 
required for induction of fimbrial genes but not cell filamentation. rssB gene required for cell 
filamentation but not induction of fimbrial genes. Mass spectrometry detected AtpAD, ATP 
synthase, associating with FimZ. Taken all results together, I discuss the physiological and 
molecular function of E. coli FimZ at stationary phase. 
Key Words: Two-component system, FimZ, transcription factor, Escherichia coli 
クリプトーム解析から、SOS 応答関連遺伝子群や線毛合
成関連遺伝子群 sfmAC、プトレスシン利用代謝関連遺伝
子群 puuBCD の発現が FimZ の発現誘導により約 10 倍
増加することが確認された。次に、発現増加する遺伝子群
に関して定量 RT-PCR 解析を行ったところ、これら遺伝
子群の相対 mRNA 量は顕著に増加していることが明らか
となった。そこで sfmオペロンとpuuオペロンに着目し、
これらのプロモーター領域に FimZ が結合しているかを
ChIP-PCR 法によって確認したところ、sfmA、puuADC
各プロモーター領域に FimZ が結合していることが確認
された。さらにこれらのプロモーター領域についてレポー
ターアッセイを行ったところ、線毛合成関連遺伝子 sfmA
プロモーターは FimZ により直接誘導された。 
(2)RssB に制御される細胞内 FimZ 量とその機能  
	 遺伝子欠失株におけるスクリーニングから、rssB 遺伝
子欠失株では FimZ 依存的な定常期細胞の伸長化が抑制
されること見出した。実際に、rssB 欠失株では基準株と
比較して定常期での FimZ 細胞内量が減少していること
を確認した。rssB 欠失株において、FimZ が直接制御する
sfmA プロモーター活性を測定したところ、FimZ 発現依
存的な sfmA のプロモーター活性は保持されていた。以上
の結果から、RssB により FimZ の細胞内量は安定し、細
胞内 FimZ 量が十分に存在する時に細胞の伸長化を誘導
するが、細胞内 FimZ 量が減少しても sfmA の制御能は保
持していることが示唆された。 
(3)FimZ 機能における保存リン酸化部位の必要性  
	 転写制御因子FimZは大腸菌二成分制御系のRRとして
知られ、また、多くの RR のリン酸化部位は保存されてい
る[2]。RR のアミノ酸配列のアラインメントから FimZ は
56 番目の Asp がリン酸化部位と推定されるため、この 56
番目の Asp を Asn、Glu、Gln、Ala、Trp に置換した FimZ
発現プラスミドを構築し、変異型 FimZ 発現誘導時の定常
期 sfmA プロモーター活性を測定した。その結果、FimZ
の推定リン酸化部位が Asp と Glu の時にのみ FimZ によ
る sfmA のプロモーター活性があることが観察された。既
知の RR リン酸化部位を Asp から Glu に置換した擬似リ
ン酸化状態の RR は、野生型 RR と同様なリン酸化様式を
示すことが報告されているため[3]、sfmA の発現制御には
FimZ のリン酸化部位アミノ酸が必要であることが示唆
された。次に、これら変異型 FimZ を発現誘導時の定常期
細胞を観察したところ、全ての変異型 FimZ において細胞
の伸長化の抑制は観察されなかった。以上の結果から、
FimZ の 56 番目 Asp リン酸化部位は sfmA を制御するに
は必要であるが、細胞伸長化への関与はしていないことが
明らかとなった。 
(4)FimZ をリン酸化する特異的 SK の探索  
	 大腸菌 K-12 株に保存される DNA 結合ドメインをもつ
RR の中で唯一 FimZ のみ SK が明らかとなっていない。
FimZ の推定リン酸化部位アミノ酸が sfmA のプロモータ
ー活性に必要であると示唆されたため、全二成分制御系
SK の各欠失株において FimZ 発現誘導時の sfmA プロモ
ーター活性を測定した。その結果、全ての SK 欠失株にお
いて sfmA プロモーター活性の抑制は見られず、FimZ 特
異的な SK の同定できなかった。 
(5)細胞内 FimZ に結合するタンパク質の同定  
	 FLAG 抗体を用いた免疫沈降反応により、定常期細胞の
FimZ タンパク質を回収し、LC-MS/MS で測定した。そ
の結果、FimZ の安定性に関与すると示唆された RssB は
検出されなかったが、ATP 合成酵素 AtpA、AtpD と FimZ
は結合していることが示唆された。AtpA と AtpD は ATP
合成酵素の細胞質側に存在するαサブユニットとβサブ
ユニットをそれぞれコードしている。また、ATP 合成酵
素量が約 10 倍増加すると細胞の分裂阻害が起こり、伸長
化した大腸菌細胞が増加することが報告されている[4]。
以上の結果から、FimZ は細胞内 ATP 合成量の調節を変
化させ、細胞の伸長化を誘導していると予想した。 
 
４ .  結言	  
	 大腸菌定常期細胞において FimZ は RssB 依存的に安定
化し細胞の伸長化を誘導すること、また FimZ 特異的な
SK の同定は至らなかったが、細胞内 FimZ 量に依存せず
に保存リン酸化部位は sfmA を制御するのに必要である
ことが示唆された。さらに、FimZ は ATP 合成酵素 AtpAD
と相互作用し、細胞を伸長化している可能性が示唆された。 
 
図  大腸菌レスポンスレギュレーターFimZ の機能モ
デル  
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